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中文摘要 
鐮孢菌 (Fusarium oxysporum) 為台灣地區田間常見的病原真菌，造成多
種農作物包括香蕉、西瓜、香瓜等高經濟作物之病害，為台灣重要病害之一。
本病原菌在早期多以顯微鏡下觀察型態來進行分類，近年使用 Polymerase 
chain reaction 、Restriction fragment length polymorphism、Amplified fragment 
length polymorphism 等方法來進行分類。由於 Fusarium oxysporum 的宿主廣
泛，對不同宿主產生分化型(Formae Special)，由於分化型日益增加，因此在
分類工作需要有更多的資料來判斷分化型的差異所在。本研究利用核酸序列
比對方法去分析不同來源之 Internal Transcribed Spacer (ITS)、Intergenic 
Spacer (IGS)、Elongation Factor(EF)、Fusarium Osmotin Resistance (FOR)等之
相似度分析，可了解不同分化型菌株核酸序列間之差異。研究成果顯示 FOR3
核酸序列及比對後相似度較高之序列資料的結果可區分成 8 個 Divisions，定
序後之序列以 BLAST 搜尋 NCBI 資料庫發現此序列與 Nectria 及 Gibberella
的相似度較高其中 FDS與Nectria其相似度 86% ；Fo. Tomato和 Fo. Cucumber
與 Gibberella 相似度 80%。以 NCBI 搜尋作物的 Fusarium oxysporum f. sp.的不
同來源之宿主分離株統整後進行相似度分析，分別建立 ITS、EF 及 BT2 的小
型資料庫，經多序列比對後可發現 ITS 資料庫可分為 3 個 Divisions。EF 資料
庫可分為 2 個 Divisions。BT2 資料庫可分為 2 個 Divisions。ITS、EF 及 BT2
核酸序列對不同宿主之分離株不具差異性，但多序列比對仍有顯示特異性序
列，將有差異性之序列開發生物晶片之測試點，希望可依測試點所預測之特
定反應型以區分宿主間的差異。
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英文摘要 
Fusarium oxysporum is a common pathogenic fungus in the fields of Taiwan. It 
causes serious diseases on plants including crops such as bananas, watermelons, 
melons and other economic crops, and it is one of the serious plant diseases in 
Taiwan. In the early stage, Fusarium was identified by the patterns under 
microscope. In recent years, the identify method often used is Polymerase chain 
reaction, Restriction fragment length polymorphism and Amplified fragment 
length polymorphism, etc. Because of the wide range of hosts, different Formae 
Special of Fusarium oxysporum are very much which is specific to their hosts and 
the association interaction between Fusarium oxysporum f.sp toxicity and hosts 
will be established. Since the increasing number of Formae Special, it is more and 
more difficult in identifying the Fusarium oxysporum. In this study, we utilized 
bioinformatics to analysis the similarity of nucleic acid sequence including 
Internal Transcribed Spacer (ITS), Intergenic Spacer (IGS), Elongation Factor (EF) 
and Fusarium Osmotin Resistance (FOR), etc. It can help us to find out the 
difference between different strains. The result shows FOR3 nucleic acid sequence 
and similarity higher, and the sequence data results can be divided into eight 
divisions, after sequencing and comparing to NCBI database found this sequence 
are similar with Nectria and Gibberella. The FDS and Nectria of similarity is 86%; 
the Fo. Tomato, Fo. Cucumber and Gibberella of similarity is 80%. By searching 
Fusarium oxysporum f. sp.'s crop from different host on NCBI and integrating 
similarity analysis, we established small databases for ITS, EF and BT2. The 
multiple sequence alignment results can be obtained from ITS database and can be 
divided into three divisions; EF database can be divided into two divisions; BT2 
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database can be divided into two divisions. ITS, EF and BT2 nucleic acid 
sequences of different host does not have any diversity, but still have specific 
sequence, these specific sequence will be designed to development the bio-chip 
test points, hope distinguish the diversity between the host by these test point. 
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壹、 前人研究 
一、 鐮孢菌介紹 
Fusarium spp.鐮孢菌為台灣地區田間常見的病原真菌，造成多種農作物之
病害。由於鐮孢菌屬宿主廣泛包含:蘭花、茄子、西瓜、蕃茄、香蕉、蘿蔔、
萵苣等重要經濟植物，對台灣農作物會造成重大的經濟損失，因而成為台灣
重要病害之一 ( Lin et al., 2009 )。目前研究也已證實除病害的影響外，鐮孢
菌所分泌的毒素會存在於農作物所使用的肥料之中，導致農作物吸收後造成
重大的經損失 ( Manuel et al., 2009；Jeffrey et al., 2011)。在台灣最常見的
Fusarium spp.的種類分別為：尖鐮孢菌 (F. oxysporum)、念珠鐮孢菌 (F. 
moniliforme)、茄形鐮孢菌 (F. solani) 以及磚紅鐮孢菌 (F. lateritium)等四種 
(藍，2006)。鐮孢菌的生長條件，普遍適合於溫帶及熱帶的環境當中 (Jeffrey 
et al., 2011)。主要的傳播途徑是經由土壤及灌溉水源，而土壤傳播會使農作
物發病時，持續性高而且難以控制 (Manuel et al., 2012)。病徵通常會造成植
物葉片枯黃萎凋、根部腐爛、根莖枯萎等病徵，由於Fusarium oxysproum f. sp. 
的孢子多存在於土壤中，經常造成農作物蔓割病導致枯萎死亡 (Manuel et al., 
2009；Jeffrey et al., 2011)。Fusarium oxysporum 又屬於Elegans群，本群內之
Fusarium菌有橢圓形、單孢、散生之小孢（microconidia），鐮刀形大孢子為
Elegans型 纖細優美之意，本群中有些種類具有孢子叢 （Sporodochia），有
的則為黏膜型孢子 （pionnotes） (黃。2002)。孢子累積成堆時呈粉紅色 
（salmon color），但亦有褐白色或鮮豔之橘紅色 (蔡。2006)。分生孢子梗與
菌絲垂直生出，分枝成為孢子叢 (黃。2002)。厚膜孢子（chlamydospores）
圓形或橢圓型，頂生或間生，單孢，無子囊世代 (黃。2002)。而F. oxysporum
的生長特性為生長快速、氣生菌絲由少至多不等，白色至淺紫色；孢子堆散
生，顏色有桔色，黃色至黃褐色等；在培養基底部常有藍色的菌核、培養基
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背面常為無色,有者呈灰白，桔色，黃褐色，褐色，淡紫色或暗藍色，暗紫色
等 (黃。2002)。鐮孢菌在顯微鏡下觀察的型態分為三大種：大分生孢子、小
分生孢子、厚膜孢子 (附錄一)，有時會形成特殊的鐮刀型孢子。過去研究中
發現顯微鏡下觀察大分生孢子的間隔有的只有1個縱隔；有的是0到3個縱隔
數，在早期的文獻中是以型態來做為分類依據，但是因生理發育不盡相同，
因此以型態來做為分類的方法會有一定的困難 (Hans et al., 2009)。所以研究
人員就開始探討真菌的生理發育，發現可分為有性世代及無性世代 (謝。
1998)。有些鐮孢菌在人類身上會造成疾病，目前已有文獻指出臨床上有少部
分的Fusarium oxysporum f. sp.的個案 (Ali Rezaei et al., 2012)。通常都是當人
類免疫功能低下或者不全時會感染人類造成疾病，而一般感染人類的機會並
不大 (Manuel et al., 2012)。 
 
二、 生理發育 
由於鐮孢菌的生理發育可分為有性生殖及無性生殖兩大類別：有性生殖
的真菌會透過基因重組使序列有重新排列組合，會經由菌絲間的連結進行有
絲分裂因此在基因序列上會有些許差異，連帶型態上也有些許差異，通常顯
微鏡下含有孢子擔或孢子囊之有性生殖組織 (謝。1998)。無性生殖雖不會進
行有絲分裂但在顯微鏡下與有性生殖的型態有相當大的差異，其在顯微鏡下
可見大分生孢子或小分生孢子 (蔡。2006)。但無性世代可轉換進行有絲分
裂，當真菌所寄生之物種，遇到可相容之菌株接觸在一起時，才會產生有性
世代，這是相當不容易的，這個現象也解釋了為何真菌多以無性世代的型態
來描述 (黃，2003)。除了生理發育會導致分類上的困難還有另一個原因為
Formae Special分化型，可產生不同種類的分化型態使菌株對宿主具有特異
性，因此宿主的特異性對於Fusarium oxysporum f.sp.的致病能力間建立複雜的
關係 (José et al., 2010)。所以必須更加了解病原體的多樣性，才能夠針對作物
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的防疫及疾病的管理 (Gerda et al., 2009)。 
 
三、 分類依據 
早期文獻指出分類Fusarium的方法是依據顯微鏡下的型態來做為分類，
但在1935年發現依據型態分類並不是非常好的方法，有些分生孢子並非是絕
對的，還有因宿主廣泛造成Formae Special分化型導致分類上的困難，因此近
年來利用多種技術來分析如:  Polymerase chain reaction (PCR)、Restriction 
fragment length polymorphism (RFLP)、Amplified fragment length polymorphism 
(AFLP)等方法。大部分的分類都使用前面兩者。其它文獻中也有不同的分類
方法像是Vegetative compatibility groups (VCGs)被用來做為區分DNA的基本
工具 (Gerda et al., 2009)； Multi locus sequence typing (MLST)也可以用來做菌
株鑑定 (Scheel et al., 2013)。 
 
四、 特異性核酸序列介紹 
由於宿主種類繁多而有不同的分化型導致在分類上有一些困難所以目前
常用的核酸序列為 ITS (internal transcribed spacer)、IGS (Intergenic spacer)，
EF基因  (elongation factor) 及FOR基因  (Fusarium Osmatin Resistance)等 
(Hyeseung et al., 2010; Gayatri et al., 2009; Visentin et al., 2009; Patiño et al., 
2004; Amatulli et al., 2010) 。首先介紹ITS序列，其序列屬於ribosomal RNA，
基因所分佈的位置在於18S與28S之間。因此，設計引子做PCR鑑定並做序列
比對分析，依據的序列比對分析的結果來做為分類的根據，依據此特性來進
行序列分析比對及親緣性分析。IGS基因是屬於ribosomal RNA，目前已經有
文獻證明此基因是一個很好檢測鐮孢菌標記，所分佈的位置在於5.8S之內，
為染色體內的重覆單元，是基因間隔的非轉錄間隔區，所以設計引子進行PCR
鑑定並做序列比對分析及親緣性分析 (Gerda et al., 2009; Visentin et al., 2009; 
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Patiño et al., 2004)。EF基因以及EF-1α (translation elongation factor 1-α)都是屬
於延長基因是一種蛋白質，主要的功能就是幫助菌絲在宿主上成長，主要存
在的位置於核醣體，當真菌附著在於農作物宿主上時，會活化EF基因而使真
菌在宿主身上快速生長，進而使農作物發病或是破壞維管束使養分無法順利
輸送，導致農作物無法順利生長進而死亡 (Romberg et al., 2007; Amatulli et al., 
2010)。最後介紹FOR基因，由於osmotin對致病性真菌較為敏感尤其是
Fusarium oxysporum 。osmotin同時也會與細胞漿膜相互作用發出細胞死亡的
訊號；是一種抗真菌蛋白基因；當過度表現時可在適鹽性的菸草細胞中培養
會誘導植物發病，但在轉殖植物中則會延緩作物發病 (Hyeseung et al., 2010)。 
 
五、 生物資訊 
過去二十年間，研究人員已完成超過1000個完整的微生物基因序列
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome)。這些豐富的序列訊息可讓我們了解細
菌的生理和生物的演化距離，包含所有的生物資訊，像是鑑定蛋白質編碼基
因和之後的功能註解及基因產物 (Lian et al., 2011)。「後基因體時代」主要
可讀取所有生物訊息，目前已有利用相似性搜尋的程序來解讀訊息，例如
James (2006) 等人利用耐鹽基因分析小麥在鹽分高的地區可抵抗高鹽生長的
重要性； Genin 與 Boucher (2004) 利用已經全部解序完畢之 Ralstonia 
solanacearum GMI100基因體，研究此細菌如何演化以適應不同寄生植物，以
及其必要的致病性基因調控分子的機制 (Genin et al., 2004)。還有利用統計學
的方式或軟體來檢測特定的序列尋找基因。例如Melissa和Chris (2012) 利用
生物資訊分析與比較同源痘病毒基因，開發了同源痘病毒及群數據庫系統集
中分析 (Melissa et al., 2012)。此外國內防檢局也建立了植物病毒生物資訊
庫，可提供防疫相關工作人員方便使用與操作介面跟自動統計及比對系統，
可迅速供給資訊以判定病毒是否屬於台灣地區本土病毒，不受限於國際網路
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(Melissa et al., 2012)。可做為防止境外植物病毒入侵、追蹤境外病毒或進行貿
易諮商談判之基本工具 (Melissa et al., 2012)。現在可藉由生物資訊的方式來
製做抗真菌的標靶藥物。例如Banerjee (2011) 利用生物資訊發現葡萄醣6磷酸
合成酶為一種新的抗真菌藥物標靶可以抑制真菌細胞壁的生成途徑，可做為
人類用藥(Banerjee et al., 2011)。 
 
六、 生物晶片 
 「生物晶片」一詞源於1980 年代，主要是應用生物分子於電腦晶片上，
但事實上它和半導體所使用的矽晶片是完全不同的 (陳。2005；路。2004)。
目前大家所討論的生物晶片是將生物材料，如DNA 或蛋白質，藉由機械以
陣列（array）形式密集點分佈在固體材質（例如載玻片）上，由於玻片上的
點陣列密度通常都非常的高，也因此常將之稱為微陣列（microarray） (路。
2004)。Microarray 技術可同步快速地進行大量生化感測與反應，可用以檢測
蛋白質、核酸或組織等生物或醫學檢體，現已被廣泛應用在基因體學
（genomics）、藥劑開發（drug discovery）和毒理學（toxicology）等相關的
研究與應用。生物晶片的種類發展上可分為cDNA 晶片（complementary DNA 
chip）、寡核苷酸晶片（oligonucleotide chip）、蛋白質晶片（protein chip）
和微實驗室晶片（lab-on-a-chip）等 (Narayana Rao et al., 2012)。 
本研究未來會朝向設計生物晶片中的寡核苷酸晶片鑑定菌種。而寡核苷
酸晶片的主要原理與cDNA晶片類似，主要通過鹼基互補配對進行雜交，來檢
測對應片段是否存在、有多少量存在。它與cDNA晶片的本質差別在於寡核苷
酸晶片固定的探針為特定的DNA寡核苷酸片段 ( Epstein et al., 2000 ) 。基因
表達晶片的兩個重要參數是檢測靈敏度和特異性 ( Dinh et al., 2000 )。寡核苷
酸晶片序列選擇經過優化，利用合成的一定長度（如20，30，70-mer等）的
寡核苷酸單鏈探針代替全長cDNA點樣，製成晶片。其優點無需擴增，防止擴
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增失敗影響實驗；減少非特異性雜交，能有效區分有同源序列的基因；雜交
溫度均一，提高雜交效率；減少二級結構 ( Epstein et al., 2000 )。上述特點使
得寡核苷酸晶片的應用日益廣泛。高密度的寡核苷酸晶片作為一個有力的工
具可廣泛用於分析基因組之數據，與傳統的凝膠分析方法比較起來，具有成
本低、高通量、高度自動化的優點，寡核苷酸晶片已廣泛用於遺傳變異掃描、
分子條編碼、基因表達檢測及測序、藥物篩選和新藥開發 ( Dinh et al., 
2000 )。已有文獻是用生物晶片表現豬的角膜基因序列與人類的角膜基因序列
雜合後的角膜可移植於人類身上使用，並且可在移植後觀察是否有排斥反應
或其它發炎現象，也可以解決亞洲國家角膜移植短缺的情形 ( Mee et al., 
2009)。 
 
七、 研究方向 
本次研究為Fusarium oxysproum f. sp.菌株，分析其核酸序列時，係先使用
PCR進行基因複製，並且利用生物資訊資料庫搜尋序列之比對分析。利用
NCBI資料庫搜尋核酸序列 (ITS、EF) 等資料，分析Fusarium spp.的種類。分
析的資料為 Fusarium spp. 菌株為尖鐮孢菌的分化型 (Fusarium oxysporum f. 
sp) 研究中用到的序列如:ITS (internal transcribed spacer)、EF (elongation 
factor)、IGS (intron gains)、FOR (fusarium osmatin Resistance) 等核酸序列來
進行菌株間的差異分析。本研究方法是利用NCBI資料庫中與Fusarium 
oxysproum f. sp.相關基因及致病性基因之序列設計引子對來分析6株菌株在 
Fusarium oxysporum f. sp. 的種類，核酸序列是否有差異性，並利用PCR原理
進行複製及基因解碼，經過生物資訊比對分析後將了解6株菌株是否有異同之
處，再進一步進行分類。本研究將利用生物資訊所比對出的序列差異來設計
生物晶片之寡核苷酸晶片  (Oligonucletide chip) 之引子來準確鑑定其它
Fusarium oxysporum f. sp.菌種。 
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貳、 材料與方法 
一、 材料 
(一)、菌株來源、培養及保存 
本實驗所使用的供試驗菌株為 Fusarium oxysporum f.sp.總共為 6株鐮孢
菌株。來源是由台南市新化區農業改良場吳雅芳副研究員所提供，Fusarium 
oxysporum f. sp. 之菌株分別為: Fusarium oxysporum f. sp. decemcellulare 
(FDS1) 、 Fusarium oxysporum f. sp. decemcellulare (FDS2) 、 Fusarium 
oxysporum f. sp. decemcellulare (FDS3)、Fusarium oxysporum f. sp. mangiferae 
(FM1)、Fusarium oxysporum f. sp. tomato (FOTO) 及 Fusarium oxysporum f. 
sp. cucumber  (FOCU) 六株菌株，於顯微鏡下形態不同。供試菌株以 PDA
培養基 ( Potato Starch (from infusion) 4g、Dextrose 20g Agar 15g :1L)，培養
時會分泌色素，顏色會從暗紅色到紫色，有些菌絲也會分泌出橘色色素，
有時也會因為培養基的不同因而產生不同色素。平板培養，培養於室溫
25℃，三到七天後進行後續之實驗。 
 
二、 真菌 DNA 萃取 
    將培養三到七天的真菌，用藥勺刮取 50 mg 到 100 mg 置入微量離心管
中，加入海砂(sterile sand)約 100 mg 及 500 µl extraction buffer (100mM Trris , 
pH 8.0、10mM EDTA、2 % SDS、100µg/mL Proteinase K、1 %-mercaptoethanol 
(2ME) )，以研磨棒磨碎後置入 60℃水浴 1 小時，加入 5 M NaCl 250µl 及
10 % CTAB 75µl 並置入 65℃水浴 10 分鐘後。以 12000 rpm 離心 5 分鐘，
取上清液置入 Spin Filter 以 12000 rpm 離心 2 分鐘，利用 99 %絕對酒精
1000µl 沉澱 DNA，並放置-20℃冰箱 1 小時，以 12000 rpm 離心 2 分鐘，
用 70 %酒精 1000µl 以 12000 rpm 離心 2 分鐘重覆動做一次。放入 45℃到
60℃烘箱 30 分鐘蒸發殘餘酒精，並加入 50µl 去離子水 (ddH2O) 回溶
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DNA，將萃取的 DNA 置入-20°C 冰箱備用。 
 
三、 聚合酶連鎖反應 (polymerase chain reaction, PCR) 
    本 次 研 究 所 使 用 的 機 器 為 Select Cycler (LTC9600-G Select 
BioProducts)，PCR 反應試劑:內含 2.5mM dNTP 1µl (Gene Mark)、primer 
forward(5µM)與 reverse (5 µM)各 1µl、template DNA 3µl、10X PCR buffer 
2µl、Taq polymerase 0.2µl (5U/µl)，並加入去離子水 (ddH2O)反應體積為
20µl。反應的熱循環溫度及時間如下:先以 95℃反應 5 分鐘使 DNA 完全變
性，接著 95℃反應 30 秒，適當的反應溫度 30 秒開始黏合，72℃反應 30
秒進行延伸等三步驟進行 30 次的循環，最後 72℃反應 5 分鐘完全延伸。 
 
四、 PCR 產物之純化 
    當 PCR 產物並非單一條帶，將 agarose 切取所需的條帶大小回收膠體，
並用吉恩馬克公司之 DNA clean/Extraction Kit 純化所回收的膠體，步驟如
下:計算膠體的重量並加入等量體積的 binding solution。置入水浴槽中 60℃
至膠體完全溶化。置入 sipn column 及 collection tube 所組合的離心管中離
心 (12000 rpm，2min)去除下層液，再以 700µl wash solution 做清洗的動作
重複兩次 (12000 rpm，1min)。然後空轉 15 分鐘以離去多餘的酒精，在置
於 45℃到 60℃中烘乾約 5 分鐘，用以蒸散酒精。之後將 collection tube 換
成新的微量離心管後將 DNA 回溶於 20µl 無菌水中，並集中收集之 DNA 置
於-20℃冰箱備用。 
 
五、 PCR 產物與質體之接合作用 
 使用 pGEMT-Easy Vector Systems ( Promega, Madison, USA) 將所分離
純化後的 DNA 產物構築在 pGEMT-T Easy 載體上。取 4µl 純化的 DNA 產
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物，加入 5µl 的 2 X 黏接緩衝液，0.5µl 的 pGEMT-T Easy Vector (50 ng)，0.5µl 
3U/µl 的 T4DNA ligase，使總體積為 10µl，於溫室反應 1 小時後，置於 4℃
作用 10 小時以上，所得產物將進一步做轉型作用。 
 
六、 核酸轉型作用 
 使用吉恩馬克公司之勝任細胞 E.coli  DH5α，取 25µl 大腸桿菌勝任細
胞，加入 10µl 上述的接合產物，置於冰上 30 分鐘後，42℃水浴 1 分鐘半，
加入 800µl LB 培養液，於 37℃，120 rpm 震盪培養 1 小時，取 50µl 菌液及
含有 ampicillin ( 100µg/mL)、X-gal ( 100µg/mL)及 IPTG ( 100µg/mL)的 LB
平板培養基上 ( 1 % trypton,  5 % yeast extract, 0.5 % NaCl, pH7.0, 1.5 % 
Agar )。於 37℃隔夜培養，篩選具有插入序列之白色菌落做進一步確認。 
 
七、 DNA 定序與引子組設計 
    將每個 PCR 產物選殖於 pGEM-T easy vector 後，挑選含具插入序列的
轉型株或是 PCR 單一條帶產物直接以 4°C 送至源資生物科技股份有限公司
定序，其使用儀器為自動化核酸定序儀 ( automted DNA sequence, Applied 
Biosystems, ABI3730, Taiwan )，利用 BigDye Terminators 螢光標記，所有反
應均在同一個試管中進行，每個樣本可由電腦自動解讀平均 1kb 的有效數
據。引子設計是利用 NCBI 之 nucleotide 網頁搜尋 Fusarium oxysporum f.sp.
等致病性菌種資料庫，進行相似度比對例如瓜類( 西瓜、香瓜 )的致病性菌
株；花卉( 蘭花、菊花 )的致病性菌株；球根類( 蕃薯、馬鈴薯 )的致病性
菌株等，以有差異性的序列片段設計引子，並委託源資生物科技股份有限
公司合成引子，其中 FOR3 基因是參考 Hyeseung Lee (2010) 文獻中所設計
之序列。 
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八、 生物資訊分析 
本研究之單一序列比對系統利用 NCBI 的 Blast 軟體進行序列分析；多
序列比對則是利用 European Bioinformatics Institute 之 Clustal W (Multiple 
Sequenec Alignment) 進行基因多序列比對分析，設計引子以及搜尋
Fusarium oxysporum f. sp.不同來源鐮孢菌相關疾病之核酸序列，建立小型資
料庫並做親緣關係分析 (表一~三)。 
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參、 結果與討論 
一、 鑑定相關性基因之分析 
本研究利用 NCBI 資料庫搜尋特定核酸序列，分別建立 ITS、IGS、EF
及 FOR 等之核酸資料庫，然後以 Clustal W 軟體進行多序列比對，利用序
列間之差異設計引子組。引子組搭配 PCR 技術對不同來源之 6 株 Fusarium
菌株的染色體進行分析，共分析 15 對引子組 ( GU934523-1-ITS1-25、
GQ131884-2-ITS2-360 、 JX885462-18S-40 、 JQ423257-Nh-IGS-1 、
AY554242-ITS1-26 、 AY554242-ITS1-26’ 、 EU926244-28S-1 、
EU926244-28S-1'、FOR3、M38139-28S-1、JN995193-EF-30、JX397805-e3-2、
HE583296-EF-40、AB000124-Pg1-389 及 DQ452423-Nh-tEF-1 )，其中只有 2
對 ( FOR3 及 JN995193-EF-30) 可複製出特定條帶，FOR3 引子組經 PCR
後可複製出 700bp 條帶，而 FDS2-Fo-EF-30 可複製出 657bp 條帶 (附錄二)。
複製出之條帶經選殖定序後，進行 BLAST 及多序列之比對分析。 
 
二、 β-Tubulin (BT2) 基因序列之相似度分析 
本研究參照 NCBI 搜尋作物的 Fusarium oxysporum f. sp.分離株之 BT2
之核酸序列為一種細胞骨架，將相似度較高之序列建置小型資料庫 (共 11
筆)，然後以多序列分析軟體 ClustalW 進行親緣關係分析。結果可將小型資
料庫區分為 2 個群組 (Divisions A 及 B)。Division A 包括蕃薯、香蕉及香瓜
的 BT2 核酸序列其相似度 98 %；Division B 只有蕃茄的 BT2 核酸序列分離
株其相似度 45 %。結果證明不同來源鐮孢菌 BT2 核酸序列可分 2 個群組 
(Divisions)，而 BT2 核酸序列之差異應可鑑別宿主來源為蕃茄之分離株 (圖
一)。結果可發現宿主間雖可分成二群，但宿主間的差異性小，不符合預期。
但多序列比對仍然有差異，希望依據有差異的地方開發生物晶片且預測反
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應型(Pattern)之結果得到宿主間的差異(表五 A)。 
 
三、 Elongation Factor ( EF )基因序列之相似度分析 
利用 JN995193-EF-30-F 引子組對 6 株不同來源 Fusarium 分離株進行
PCR 分析，其中只有 FDS2 可增幅出 657 bp 的基因片段，序列以 BLAST
分析發現其與 Nectria 的相似度為 88 %。再根據 NCBI 搜尋作物的 Fusarium 
oxysporum f. sp.分離菌株之 EF 核酸序列，將相似度較高之序列建置小型資
料庫 (共 17 筆) 及 FDS2-FO-EF 菌株，然後以多序列分析軟體 ClustalW 進
行親緣關係分析。結果可將小型資料庫區分為 2 個群組 (Divisions A 及 B)。
Division A 包括人類、香蕉、香瓜、西瓜、蕃茄及蕃薯的 EF 核酸序列其相
似度 97 %；Division B 只有 FDS2-FO-EF 之分離株其相似度 50 %。結果證
明不同來源鐮孢菌 EF 核酸序列可分為 2 個群族 (Divisions)，而 EF 核酸序
列之差異應可鑑別 FDS2-FO-EF 之分離株 (圖二)。結果可發現宿主間可分
成二群，但宿主間的差異性小，除 FDS2-FO-EF 之菌株有較大差異之外，
其它宿主不符合預期。但多序列比對仍然有差異，希望依據有差異的地方
開發生物晶片且預測反應型(Pattern)之結果得到宿主間的差異(表五 B)。 
 
四、 Fusarium Osmotin Resistance ( FOR3 ) 基因序列之相似度分析 
利用 FOR3 引子組對 6 株不同來源 Fusarium 分離株進行 PCR 分析，
其中的 5 株分離株可增幅出 700 bp 的基因片段 (圖三)。選殖及定序後，此
序列以 NCBI 之 BLAST 軟體分析可搜尋出相似度較高之序列(Gibberlla、
Nectria、Magnaporthe、Colletotrichum、Myceliophthora)，進一步以多序列
分析軟體 ClustalW 分析菌株間 FOR3 基因的相似度，結果可區分為 8 個群
組 (Divisions A、B、C、D、E、F、G 及 H)。其中的五株菌株可區分成 Division 
A 包括  Fusarium oxysporum f. sp. decemcelluare (FDS1) 及  Fusarium 
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oxysporum f. sp. decemcelluare (FDS2) 其相似度 100% 與Nectria的Division 
B其相似度86% ；Division C只有Fusarium oxysporum f. sp. mangiferae (FM)
與 Fusarium oxysporum f. sp. tomato (FOTO) 及 Fusarium oxysporum f. sp. 
cucumber (FOCU)的 Division D 其相似度 96% ；Division D 包括 Fusarium 
oxysporum f. sp. tomato (FOTO) 及 Fusarium oxysporum f. sp. cucumber 
(FOCU) 其相似度 99% 與 Gibberlla 的 Division E 其相似度 80% (圖四)。由
此結果可發現宿主間比對後並無太大的差異，不符合預期。宿主間的分化
型並無相關性，希望可在收集更多的資料來達到宿主之間的差異。但多序
列比對之結果仍有差異，希望依據有差異的地方開發生物晶片且預測反應
型(Pattern)之結果得到宿主間的差異(表五 C)。 
 
五、 Internal Transcribed Spacer ( ITS ) 核酸序列之相似度分析 
本研究參照NCBI搜尋作物的Fusarium oxysporum f. sp.分離菌株之 ITS
核酸序列，將相似度較高之序列建置小型資料庫 (共 10 筆)，然後以多序列
分析軟體 Clustal W 進行親緣關係分析，結果可將小型資料庫區分為 3 個群
組 (Divisions A、B 及 C)。Division A 包括蘿蔔及蕃薯的 ITS 核酸序列其相
似度為 99 %；Division B 只有蕃茄的 ITS 核酸序列其相似度 99 %；Division 
C 包括西瓜、香蕉、香瓜其相似度為 99 %。結果可證明不同來源鐮孢菌 ITS
核酸序列可分為 3 個群組，而 ITS 核酸序列之差異應可鑑別宿主來源為瓜
類、香蕉、蘿蔔、蕃薯及蕃茄之分離菌株 (圖五)。結果可發現以 ITS 核酸
序列之宿主雖可分成三群，但宿主之間的差異性小，不如預期。但多序列
比對仍然有差異，希望依據有差異的地方開發生物晶片且預測反應型
(Pattern)之結果得到宿主間的差異。(表五 D) 
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六、 生物晶片之設計 
不同菌株之 FOR 核酸序列與其它 5 筆 FOR 核酸序列進行多序列比對，
可得到多序列比對結果(圖六)。圖六 (A 及 B) 之結果顯示在不同區域都有
特異性序列存在，分別設計 13 個測試點，理論上這些測試點對 Apple、
Wheat、Paddy 及 Cantaloupe 等宿主分離株進行生物晶片分析時將可產生特
定的反應型(Pattern) (圖六 A 及圖六 B)。EF 的部分以 NCBI 搜尋作物的
Fusarium oxysporum f. sp.分離菌株之 EF 核酸序列將相似度較高之序列建置
小型資料庫，分析 17 筆 EF 核酸序列進行多序列比對，可得到多序列比對
結果(圖七)。圖七之結果顯示在不同區域都有特異性序列存在，分別設計 8
個測試點，理論上這些測試點對 Tomato、Banana、Sweet potato、Melon、
Radish、FDS2-EF 等宿主分離株進行生物晶片分析將可產生特定的反應型
(Pattern) (圖七)。ITS 的部分以 NCBI 搜尋作物的 Fusarium oxysporum f. sp.
分離菌株之 ITS 核酸序列將相似度較高之序列建置小型資料庫，分析 10 筆
ITS 核酸序列進行多序列比對，可得到多序列比對結果(圖八)，圖八 (A、B
及 C) 之結果顯示在不同區域都有特異性序列存在，分別設計 17 個測試
點，理論上這些測試點對 Tomato、Banana、Sweet potato、Melon 及 Radish
等宿主分離株進行生物晶片分析將可產生特定的反應型(Pattern) (圖八 A、
圖八B及圖八C)。最後BT2的部分以 NCBI搜尋作物的Fusarium oxysporum 
f. sp.分離菌株之 BT2 核酸序列將相似度較高之序列建置小型資料庫，分析
11 筆 EF 核酸序列進行多序列比對，可得到多序列比對結果(圖九)，圖九之
結果顯示在不同區域都有特異性序列存在。分別設計 8 個測試點，理論上
這些測試點對 Tomato、Banana、Sweet potato、Melon 及 Radish 等宿主分離
株進行生物晶片分析將可產生特定的反應型(Pattern) (圖九)。以上測試點的
溫度均控制在 55 ℃到 58 ℃(表四)。 
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八、 引子組設計 
利用 NCBI 之 nucleotide 網頁搜尋 Fusarium oxysporum f.sp.核酸序列並
用 Blast 比對出適當的核酸序列 JN995193-EF-30 (圖十)，圖中黑框所標示
的區域為引子組設計之範圍。其中 FOR3 基因是參考 Hyeseung Lee (2010) 
文獻中所設計之序列，委託源資生物科技股份有限公司合成引子。然而本
次研究所使用菌株數量太少，導致多組引子的結果無法出現專一性條帶，
本次設計的引子最多只能用來做測試菌株之用，並不能代表本次所設計的
引子於其它菌株無法增幅出同等大小之條帶。測試的引子序列由 NCBI 資
料庫中所比對出來之核酸序列，宿主來源有瓜類(西瓜及香瓜)、花卉(蘭花
及百合)、球根(蕃薯)等相關致病性菌株應可偵測瓜類、花卉及球根的
Fusarium oxysporum f. sp.之菌株，同時希望可以偵測本次研究的 6 株菌株，
但結果卻不如預期，引子名稱及序列特性請參照附錄二。因此本次所設計
的引子，如要能在 6 株菌株之核酸序列能有顯著表現，可能須重新設計引
子或再收集其它相關致病性基因序列做進一步的檢測，再者收集其它相關
致病性的 Fusarium oxysporum f. sp.之菌株，並萃取出 DNA 進行 PCR 的測
試。要在短時間內收集不同來源之菌株樣品在作業上有些許困難，因此透
過 NCBI 先找尋不同來源的鐮孢菌之核酸序列係以分析多序列比對相似
度。無法批出專一條帶在其它文獻有發現，因為宿主與病原菌會進行相互
作用可能導致基因編碼變異甚至有些毒力因子的傳播使宿主加速死亡，如
有性生殖或是有兩個以上的細胞核會造成基因重組而使菌種受到牽連而進
化，有一些鐮孢菌種所使用的 rRNA 分析親緣性關係也可能是有多種非同
源性的菌種存在(Gerda et al., 2009)。另一種可能由於 ITS 核酸序列編碼變異
性相當大，很可能因為單一編碼不同而導致在 PCR 增福時無法順利得到所
需要的大小 (Ali Rezaei et al., 2012)。因此可以從 ITS 的序列變化進行觀察
利用 IUPAC 的編碼以重新設計引子組 (Hans et al., 2009)。如果菌株為有性
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世代就會進行有絲分裂造成基因序列重組使基因編碼在短時間內有所改
變，有其它文獻指出 DNA 序列中 ITS 區域的基因已有被證明在鐮孢菌的發
育系統中為無效系統，即使再其它的真核菌種分類群有成功檢測出 ITS 相
關信息 (Gayatri et al., 2009)。然而，有的基因位點突變性相當高，IGS 就是
一種。 IGS 基因存在於 Fusarium oxysporum f. sp.的 intron 位置中因保留性
高，相對的突變性高所以在 PCR 複製偵測時無法順利表現該序列應該有的
條帶大小 (José et al., 2010)。利用 ribosomal RNA 序列分析 Fusarium 
oxysporum f. sp. 菌株的不同，但結果顯示每種菌株都有不同的生裡發育，
其宿主也不同，而 Fusarium oxysporum f. sp. 會分支並對應在不同的宿主
上，且型態都有些微的差異，因此表明了有些菌株的核酸序列會獨立替換，
且自行發展親緣性關係，以DNA序列分析親緣性是不可或缺的方法(Hans et 
al., 2009)。 
本次研究只使用 PCR 及 MSA 分析 Fusarium oxysporum f. sp.之菌株間
的差異性所以使用方法也不多，日後可以繼續嘗試其它方法或是朝向設計
生物晶片中的寡核苷酸晶片做大量的菌種鑑定以及前言所提到的 REMI 方
法。REMI 方法是攜帶 DNA 中的限制性內切酶的在真菌體內進行作用，並
以內切酶做標記。然而 REMI 毒力突變體很大，約 30％-50％尚未標記的轉
型內切酶而以 DNA 整合並不是完全隨機的，該基因區域會呈現轉錄性高的
基因區域。另外有插入誘導的方法其最大的優點是可以完整的將真菌的細
胞插入原生質體中，可順利大量複製 DNA 因可得到較高的數量，有利於後
續的轉型實驗及便於標記的辨識，而近年研究發現此方法可以針對插入開
放閱讀框架之區域或是啟動子區域(Manuel et al., 2009)。 
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表一、 NCBI資料庫中不同鐮孢菌菌株之ITS序列及其相關資料。 
 
菌種名 註冊碼 宿主 來源 
Fusarium oxysporum f. sp. cubense EF590328 Banana USA 
DQ016233 USA 
Fusarium oxysporum f. sp. melonis 
FR852561 
Melon 
Italy 
GU001862 
Fusarium oxysporum f. sp. raphani 
GQ914739 
Radish Italy 
Fusarium oxysporum f. sp. batatas DQ831895 Sweet potato USA 
DQ452455 
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici 
DQ452454 
Tomato Korea 
EU588397 
Fusarium oxysporum f. sp. niveum 
JQ045291 
Water melon China 
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表二、NCBI資料庫中不同鐮孢菌菌株之EF序列及其相關資料。 
菌種名 註冊碼 宿主 來源 
AF008488 South Africa 
AF008494 Fusarium oxysporum f. sp. cubense 
AF008492 
Banana 
USA 
HE585983 Italy 
HE585984 Fusarium oxysporum f. sp. melonis 
DQ837696 
Melon 
USA 
FJ985660 
Fusarium oxysporum strain 
GU170564 
Human USA 
AB674271 Japan 
Fusarium oxysporum f. sp. raphani 
FJ985441 
Radish 
USA 
FJ985368 
FJ985352 Fusarium oxysporum f. sp. batatas 
AY337717 
Sweet potato USA 
DQ452431 Korea 
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici 
JQ965461 
Tomato 
China 
FJ985410 
Fusarium oxysporum f. sp. niveum 
FJ985278 
Water melon USA 
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表三、NCBI資料庫中不同鐮孢菌菌株之BT2序列及其相關資料。 
 
菌種名 註冊碼 宿主 來源 
AF008529 
AF008521 Fusarium oxysporum f. sp. cubense 
AF008525 
Banana USA 
AF008539 
Fusarium oxysporum f. sp. melonis 
AF008524 
Melon USA 
AB587041 Japan 
JQ965486 Fusarium oxysporum f. sp. raphani 
JQ965493 
Radish 
China 
AF008519 
Fusarium oxysporum f. sp. batatas 
AY337716 
Sweet potato USA 
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici AY641578 Tomato Israel 
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表四、寡核苷酸生物晶片之設計。 
測試點 序列 熔點(Tm) 
BT2-5 GCT CAC AAT GTC CTG ATC ATG CG 57 
BT2-7 ACC TCC AGA CCG GTC AGT GC 57 
BT2-57 TCG GTG CTG CTT TCT GGC AAA CC 58 
BT2-105 GAC AGC AAT GGT GTC TAC AAC GGT 57 
BT2-170 CTG CTG ATT TCC GCA ACG GTC 56 
BT2-241 GCG GGG GAT GCT CAC AAT GTT TAT 57 
BT2-303 TGG AAA CAA CTG GGC CAA GGG T 56 
BT2-340 GTG TCT ACT TCA ACG AGG TAT GC 55 
EF-30 CCA GCA TGC TGA GAC TCG C 55 
EF-52 CGA CCA CTG TGA GTA CTC TCC T 56 
EF-70 GCA CCA TCT GCT CGA CCC TC 57 
EF-145 TTT GCA TCC TCG TCG TTG AAG CC 57 
EF-162 GTC AAC ATA CTG ACA TCG TTT CAC AGA 56 
EF-305 GCT ACC CCG CTC GAG ACC 57 
EF-363 GCG TTT GCC CTC TTA ACC ATT CTC 57 
EF-519 ACG CGC TGG GTT GCT TGA C 55 
FOR-1 AGT TCA CTG TGA CCA GCT ACC TCT 57 
FOR-25 ATC CCT GAG TGG GGA TTC GAG 56 
FOR-30 TGG GGA TTC GAG AAG CGA GTT C 56 
FOR-66 TTC GAG AAG CGA GTC CAT TGC GAT 57 
FOR-80 TGG GGC TTC GAG AAG CGA GTC 58 
FOR-178 CGC ATC CAT CCG ACA CTC AAA TG 57 
FOR-181 ATC GAT CCG GGC ATC AAA TGC CC 58 
FOR-271 GAC AAC GTG TCC GAT AAT GCG TC 57 
FOR-300 GAC AAC GTG TCC GAT AAT GCG TC 57 
FOR-390 CGC GGA TGC GGC CGG T 56 
FOR-425 CGG TCG AGC CGG CAG AGA 57 
FOR-429 CGT GGC AGA GGC TGT TGA G 55 
FOR-430 CCG TCA CGG ATG CTG TTG AGA 56 
ITS-15 GGT TTC CGG TAG GTG AAC CTG AC 58 
ITS-60 GTT TTA ACA TAC CAC TGA ATG TTG CGG A 57 
ITS-62 AGT TTC ATC ATT ACC GAG TTG CGA TTT 55 
ITS-87 ATC AGG CCC GGC CGG G 56 
ITS-229 CCA ACG GTA CCA GCA AAA TGT TGG 57 
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ITS-308 AGG GTC CAG GGT AGG TAC AG 55 
ITS-335 CGC GTT AAT TCG GCC GTT CCT C 58 
ITS-366 CTT GGT GGA ATT CCG TCG ATA GGA 57 
ITS-651 ATG CGA GCG GTG TAG GGT AGG 58 
ITS-381 CGT GCA ACC CTC AAG CAC AG 55 
ITS-409 GCT TCC ATA GCG TGT CCA GTA GT 57 
ITS-515 GGA TGA ATA CCC GCT GGC TAG 56 
ITS-830 CTC GGG CCA GTA CTT GTC TGG 58 
ITS-1010 GCC GGG TAG GTA AAA GTA AAA AAG TTG 56 
ITS-1779 GCC ACG GAC CTC GCA TGA C 57 
ITS-2100 CCT CGG CAG CGG GGG G 58 
ITS-2216 CCG CTA GCA GAT GGG CTC TG 57 
 
以NCBI生物資訊軟體搜尋不同來源鐮孢菌之基因序列，多序列比對後將有差
異之部分計做為生物晶片之應用，溫度皆控制在55℃到58℃。 
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表五A、BT2測試點對不同分宿主離株之雜合反應型。 
 
 
Banana Melon Radish Sweet potato Tomato 
*BT2-5 - - + - - 
BT2-7 - - - + - 
BT2-57 - - + - - 
BT2-105 - - + - - 
BT2-170 - - - - + 
BT2-241 - - - + - 
BT2-303 - - - - + 
BT2-340 - - - + - 
+ : 雜合後為陽性反應 - : 雜合後陰性反應 
*(BT2-5= 基因-序列位置) 
 
宿
主測
試
點
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表五B、EF測試點對不同宿主分離株之雜合反應型。 
 
 
Banana FDS2-EF Human Melon Radish Sweet potato Tomato Water melon 
*EF-30 - + - - - - - - 
EF-52 - - + - - - - - 
EF-70 - - + - - - - - 
EF-145 - - - - - + - - 
EF-162 - + - - - - + - 
EF-305 - - - + - - - - 
EF-363 - - - - - - - - 
EF-519 - - - - - - - - 
+ : 雜合後為陽性反應 - : 雜合後陰性反應 
*(EF-30= 基因-序列位置) 
宿
主測
試
點
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表五 C、FOR測試點對不同宿主分離株之雜合反應型。 
 
Apple Cantaloupe Cucumber Mango Paddy Tomato **Unknown ** Unknown ** Unknown Wheat 
*FOR-1 - - + - - + - - - - 
FOR-25 - - - - - - + - - - 
FOR-30 - - - - - - + - - - 
FOR-66 - - - - - - - + - - 
FOR-80 - - - - - - - + + - 
FOR-178 - - - - - - - + + - 
FOR-181 - - + - - + - - - - 
FOR-271 - - - - - - + - - - 
FOR-300 - - - - - - + - - - 
FOR-390 - - - - - - + - - - 
FOR-425 - - - + - - - - - - 
FOR-429 - + - - - - - - - - 
FOR-430 + - - - - - - - - - 
+ : 雜合後為陽性反應 - : 雜合後陰性反應 
*(FOR-1= 基因-序列位置) 
**(宿主尚未確定) 
宿 
主 測 
試 
點 
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表五 D、ITS 測試點對不同宿主分離株之雜合反應型。 
 Banana Melon Radish Sweet potato Tomato Water melon 
*ITS-15 + - - - - - 
ITS-60 - + - - - - 
ITS-62 - - + - - - 
ITS-87 - + - - - - 
ITS-229 - + - - - - 
ITS-308 - - - + - - 
ITS-335 - + - - - - 
ITS-366 - - + - - - 
ITS-381 - + - - -  
ITS-409 - + - - -  
ITS-515 - + - - -  
ITS-830 - - + - -  
ITS-1010 - - + - -  
ITS-1779 - - + - -  
ITS-2100 - - + - -  
ITS-2216 - - + - -  
+ : 雜合後為陽性反應 - : 雜合後陰性反應 
*(ITS-15= 基因-序列位置)
宿 主 測 試 點 
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圖一、作物所分離Fusarium菌株的BT2核酸序列之相似度分析。 
 
本親緣關係分析圖是不同來源鐮孢菌之BT2核酸序列，可區分為二個群組
(Divisions)。以蕃薯、香蕉、香瓜等12個分離菌株其相似度98%；蕃茄分離菌
株其相似度45%。 
(註冊碼 AY641578 宿主為蕃茄、註冊碼 AF008529 、 AF008521 及 
AF008525 宿主為香蕉、註冊碼 AF008519 及 AY337716 宿主為蕃薯、註冊
碼 AF008539 及 AF008524 宿主為香瓜、註冊碼 AB587041 、 JQ965486 及 
JQ965493 宿主為蘿蔔) 
 
98% 
(A) 
(B) 
 -34- 
 
 
 
 
 
圖二、作物所分離Fusarium菌株的EF核酸序列之相似度分析。 
本研究中 17 共有筆 Fusrium spp. 之 EF 基因序列，包括筆 3 香蕉分離株、2
筆蘿蔔分離株、3 筆蕃茄分離株、3 筆蕃薯分離株、3 筆香瓜分離株、2 筆
西瓜分離株及 1 筆 FDS2-Fo-EF 基因序列，統整後以多序列比對軟體
ClustalW 分析其相似度。本親緣關係分析圖可區分為二個群組(Divisions)。
人類、蕃茄、蘿蔔、蕃薯及香蕉分離株其相似度 97%，而 FDS2-Fo-EF-F 基
因序列與其他分離株之相似度較低。 
(註冊碼 DQ452431 及 JQ965461 宿主為蕃茄、註冊碼 AF008488 、 
AF008494 及 AF008492 宿主為香蕉、註冊碼 FJ985368 、 FJ985352 及 
AY337717 宿主為蕃薯、註冊碼 DQ837696 、 HE585983 及 HE585984 宿
主為香瓜、註冊碼 FJ985410 及 FJ985278 宿主為西瓜、註冊碼 AB674271 
及 FJ985441 宿主為蘿蔔、註冊碼 JF740726 及 JF740817 宿主為人類) 
(FDS2-FO-EF:0.49531 中的 0.49531 為生物的演化距離) 
97% 
(A) 
(B) 
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圖三、不同來源之 Fusarium染色體 DNA 以 FOR3-F 及 FOR3-R 引子組所
進行之 PCR 增幅。 
測試材料代號分別為Lane1:FDS1、Lane2:FDS2、Lane3:FDS3、Lane4:FM、
Lane5:FOto、Lane6:FOcu、Lane7:Negative control、Lane8:Positve control、Lane 
M:100 bp DNA marker。 
* Lane1:FDS1、Lane2:FDS2、Lane4:FM、Lane5:FOto、Lane6:FOcu 等樣品以
PCR增幅可產生700bp的條帶，表示菌株有FOR之基因序列。 
M 1 2 3 4 5 6 7 8 
*700bp 
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圖四、不同來源 Fusarium之 FOR3 基因序列以多序列比對軟體所進行之相
似度分析。 
 
本研究中共有 6 株 Fusrium spp. ，其中 5 株可複製出 FOR3 之基因序列，
定序後以 NCBI 資料庫 BLAST 相似度較高之序列(Gibberlla、Nectria、
Magnaporthe、Colletotrichum、Myceliophthora)，然後再以比對軟體 ClustalW
分析產生八個群組(Divisions)。A 組: Fusarium oxysporum f. sp. decemcelluare 
(FDS1)、Fusarium oxysporum f. sp. decemcelluare (FDS2) 其相似度 100% B
組:只有 Nectria 其相似度 86% C 組:只有 Fusarium oxysporum f. sp. 
mangiferae (FM) D 組: Fusarium oxysporum f. sp. tomato (FOTO)及 Fusarium 
oxysporum f. sp. cucumber (FOCU) E 組:只有 Gibberlla 其相似度 80% F 組:
只有 Colletotrichum 其相似度 75% G 組:只有Magnaporthe 其相似度 70%  
H 組:只有Myceliophthora其相似度 70%。 
(註冊碼 XM003050429 : Nectria、註冊碼 XM387185 : Gibberlla、註冊碼
AB245428 : colletotrichum、註冊碼 XM003714997 : Magnaporthe、註冊碼
XM003661668 : Myceliophthora )  
(FDS1-FOR:0.00405 中的 0.00405 為生物的演化距離) 
 
(A) 
(B) 
(D) (C) 
(F) 
(E) 
(G) 
(H) 
100% 
86% 
96% 99% 
80% 
75% 
70% 
70% 
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圖五、作物所分離Fusarium菌株的ITS核酸序列之相似度分析。 
 
本親緣關係分析圖是不同來源鐮孢菌之ITS核酸序列，可區分為三群組
(Divisions)。以蘿蔔及蕃薯等3株分離菌株相似度為99%；蕃茄的ITS序列相似
度為99%；西瓜、香蕉、香瓜的ITS序列相似度為99%。 
(註冊碼 DQ452455 及 DQ452454 宿主為蕃茄、註冊碼 EF590328 宿主為香
蕉、註冊碼 DQ831895 宿主為蕃薯、註冊碼 DQ016233 及 FR852561 宿主
為香瓜、註冊碼 EU588397 及 JQ045291 宿主為西瓜、註冊碼 GU001862 及 
GQ914739 宿主為蘿蔔) 
(DQ452455-ITS:0.00407 中的 0.00407 為生物的演化距離) 
 
99% 
(A) 
(B) 
(C) 
99% 
99% 
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圖六 A、FOR 基因之多序列比對及測試點所在位置。 
 
利用生物資訊軟體 ClustalW 分析核酸序列，將有特異序列插入、缺失及取
代，可利用此差異性片段序列來設計生物晶片。可做為生物晶片之應用鑑
別菌株之不同。 
(圖 I 黑框處為 FOR-30 及 FOR-80 測試點之位置、圖 II 黑框處為 FOR-181
及 FOR-178 測試點之位置、圖 III 黑框處為 FOR-66 及 FOR-271 測試點之
位置、圖 IV 黑框處為 FOR-390 測試點之位置、圖 V 黑框處為 FOR-429 測
試點之位置、) 
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圖六 B、FOR 基因之多序列比對及測試點所在位置。 
 
利用生物資訊軟體 ClustalW 分析核酸序列，將有特異序列插入、缺失及取
代，可利用此差異性片段序列來設計生物晶片。可做為生物晶片之應用鑑
別菌株之不同。 
(圖 I 黑框處為 FOR-430 及 FOR-425 測試點之位置、圖 II 黑框處為 FOR-1
測試點之位置、圖 III 黑框處為 FOR-25 測試點之位置、圖 IV 黑框處為
FOR-300 測試點之位置) 
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圖七、EF 基因之多序列比對及測試點所在位置。 
 
利用生物資訊軟體 ClustalW 分析核酸序列，將有特異序列插入、缺失及取
代，可利用此差異性片段序列來設計生物晶片。可做為生物晶片之應用鑑
別菌株之不同。 
(圖 I 黑框處為 EF-70、EF-30 及 EF-52 測試點之位置、圖 II 黑框處為 EF-162
測試點之位置、圖 III黑框處為EF-145測試點之位置、圖 IV黑框處為EF-305
測試點之位置、圖 V 黑框處為 EF-363 測試點之位置、圖 VI 黑框處為 EF-519
測試點之位置) 
 
 
 -41- 
 
 
 
 
 
圖八 A、ITS 基因之多序列比對及測試點所在位置。 
 
利用生物資訊軟體 ClustalW 分析核酸序列，將有特異序列插入、缺失及取
代，可利用此差異性片段序列來設計生物晶片。可做為生物晶片之應用鑑
別菌株之不同。 
(圖 I 黑框處為 ITS-366 測試點之位置、圖 II 黑框處為 ITS-308 測試點之位
置、圖 III 黑框處為 ITS-15 測試點之位置、圖 IV 黑框處為 ITS-651 及 ITS-62
測試點之位置、圖 V 黑框處為 ITS-830 測試點之位置、圖 VI 黑框處為 ITS-60
測試點之位置) 
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圖八 B、ITS 基因之多序列比對及測試點所在位置。 
 
利用生物資訊軟體 ClustalW 分析核酸序列，將有特異序列插入、缺失及取
代，可利用此差異性片段序列來設計生物晶片。可做為生物晶片之應用鑑
別菌株之不同。 
(圖 I 黑框處為 ITS-87 及 ITS-1010 測試點之位置、圖 II 黑框處為 ITS-229
測試點之位置、圖 III 黑框處為 ITS-1779 測試點之位置、圖 IV 黑框處為
ITS-381、圖 V 黑框處為 ITS-335 測試點之位置、圖 VI 黑框處為 ITS-409
測試點之位置) 
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圖八 C、ITS 基因之多序列比對及測試點所在位置。 
 
 
利用生物資訊軟體 ClustalW 分析核酸序列，將有特異序列插入、缺失及取
代，可利用此差異性片段序列來設計生物晶片。可做為生物晶片之應用鑑
別菌株之不同。 
(圖 I 黑框處為 ITS-2100 測試點之位置、圖 II 黑框處為 ITS-515 測試點之位
置、圖 III 黑框處為 ITS-2216 測試點之位置) 
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圖九、BT2 基因之多序列比對及測試點所在位置。 
 
利用生物資訊軟體 ClustalW 分析核酸序列，將有特異序列插入、缺失及取
代，可利用此差異性片段序列來設計生物晶片。可做為生物晶片之應用鑑
別菌株之不同。 
(圖 I 黑框處為 BT2-7 及 BT2-5 測試點之位置、圖 II 黑框處為 BT2-241 測試
點之位置、圖 III 黑框處為 BT2-57 測試點之位置、圖 IV 黑框處為 BT2-105
測試點之位置、圖 V 黑框處為 BT2-340 測試點之位置、圖 F 黑框處為
BT2-170 測試點之位置、圖 VII 黑框處為 BT2-303 測試點之位置) 
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圖十、不同來源鐮孢菌 JN995193-EF-30 核酸序列之多序列比對及引子設計
位置。 
 
利用多序列比對軟體 ClustalW，可以了解菌株間之差異性然後設計出適合
之引子組(JN995193-EF-30-F 與 JN995193-EF-645-R)，圖中黑框的位置分別
為設計引子組 
(上圖: JN995193-EF-30-F 5’-GGCCACGTCGACTCTGGCAA-3’與下圖: 
JN995193-EF-645-R：5’-TGCCACTGGCCCTCGCAG-3’)的區域。 
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附錄一 
 
 (A)   (B)   (C) 
 
Fusarium 的孢子種類有小分生孢子(A)、大分生孢子(B)及厚膜孢子(C)。 
 
出處: 行政院農業委員會農業藥物毒物試驗所
http://www.tactri.gov.tw/htdocs/plant/mllee/Fusarium.asp 
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附錄二 
 
Primer sequence 大小 特性 
GU934523-1-ITS1-25-F 5’-CCGAGTTTACAACTCCCAAAC-3’ 
GU934523-1-ITS1-145-R 5’-AATAAATACCAAAATGAGTCTTCAATG-3’ 
149bp 
GQ131884-2-ITS2-360-F 5’-AACCCTCAAGCACAGCTTGG-3’ 
GQ131884-2-ITS2-141-R 5’-CTTCAACCCCAAATTGCCGC-3’ 
150bp 
JX885462-18S-40-F 5’-TGGTGAACCAGCGGAGGGA-3’ 
 JX885462-18S-531-R 5’-TCGCCCATAAGGATGGACTAG-3’ 
554bp 
由NCBI資料庫白術分離菌株 
多序列比對而設計 
JQ423257-Nh-IGS-1-F 5’-CTGAACGCCTCTAAGTCAGAAT-3’ 
JQ423257-Nh-IGS-275-R 5’-ACCCCTTTAGCTCCGCTTC-3’ 
275bp 
由NCBI資料庫康乃馨分離菌株 
多序列比對而設計 
AY554242-ITS1-26-F 5’-TGAGCTTAGGCAGGGACTTGTA-3’ 
AY554242-ITS1-339-R 5’-GCTACAGAAGCAGCAACAGCA-3’ 
702bp 
AY554242-ITS1-26-F’ 5’-GCTTCTGAAGCTGCTACTGCT-3’ 
AY554242-ITS1-339-R’ 5’-TGAGTTTAGGTAGGCTCTTGTA-3’ 
702bp 
由NCBI資料庫Fusarium oxysporum菌株 
多序列比對而設計 
EU926244-28S-1-F 5’-TTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACC-3’ 
EU926244-28S-627-R 5’-GCCCAGCGACTACTGGTAATGCG-3’ 
627bp 
由NCBI資料庫Fusarium oxysporum菌株 
多序列比對而設計 
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EU926244-28S-1-F' 5’-TTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACC-3’ 
EU926244-28S-600-R' 5’-TAGGAACGTGCTTCGCGCCAGG-3’ 
600bp 
FOR3-F 5’-ATCGAGTCTTGCCGACGAT-3’ 
FOR3-R 5’-TGAGATCCGTCTTCAGGATC-3’ 
700bp 
參考Hyeseung Lee (2010) 文獻 
所設計之序列 
M38139-28S-1-F 5’-GGCAACAGCTCAAATTTGAAATC-3’ 
M38139-28S-158-R 5’-CAGCTTCCTCGAAATGTCTC-3’ 
158bp 
由NCBI資料庫Fusarium decemcellulare菌
株多序列比對而設計 
JN995193-EF-30-F 5’-GGCCACGTCGACTCTGGCAA-3’ 
JN995193-EF-645-R 5’-TGCCACTGGCCCTCGCAG-3’ 
657bp 
由NCBI資料庫洋蔥分離菌株 
多序列比對而設計 
JX397805.1-e3-2-F 5’-GGCGACTGGATTCTCTTCAC-3’ 
JX397805.1-e3-174-R 5’-TCAGCTGTTCCTGCAACACC-3’ 
174bp 
由NCBI資料庫穀物分離菌株 
多序列比對而設計 
HE583296-EF-40-F 5’-AGNTCGACCACTGTGAGTACT-3’ 
HE583296-EF-659-R 5’-GGGGTCACTAGTACAAGAACT-3’ 
660bp 
由NCBI資料庫芒果分離菌株 
多序列比對而設計 
AB000124.1-Pg1-389-F 5’-CCCGACCATTTCATCGTTGTCAA-3’ 
AB000124.1-Pg1-960-R 5’-TCTCAACCTGAACTACGCCG-3’ 
900bp 
由NCBI資料庫香瓜分離菌株 
多序列比對而設計 
DQ452423-Nh-tEF-1-F 5’-ATGGGTAAGGAAGACAAGACTC-3’ 
DQ452423-Nh-tEF-741-R 5’-AAGAACTACTTCCTTCATGGTCA-3’ 
714bp 
由NCBI資料庫豌豆分離菌株 
多序列比對而設計 
 
 
